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Resumen 
     Los tumores de mama son las neoplasias más frecuentes en las hembras de la 
especie canina y la participación de las células mioepiteliales (ME) en su 
constitución es muy alta. Algunas de las investigaciones realizadas en el carcinoma 
de mama humano mediante métodos inmunohistoquímicos y cultivos de células 
ME purificadas indican que estas células podrían tener funciones supresoras de 
tumor. En este trabajo hemos analizado el papel de las células ME en la invasión 
estromal del carcinoma de mama y hemos estandarizado los métodos de 
aislamiento, purificación y cultivo de células ME caninas. La integridad de la capa 
de células ME alrededor de grupos de células epiteliales atípicas se valoró en 
cortes de tejido de tumores benignos y malignos y se correlacionó con el grado de 
malignidad y el índice de proliferación de las lesiones, observándose que el nivel 
de expresión de calponina, el marcador utilizado para identificar dicha capa, era 
similar en los tumores benignos y los  malignos de grados histológicos 1 y 2. Estos 
hallazgos indican que las células ME no son buenos marcadores de invasión para 
el diagnóstico del carcinoma in situ de la mama canina, pero sí sugieren la 
existencia de un efecto protector sobre la progresión de la enfermedad. El 
aislamiento y purificación de las células ME requiere el uso de marcadores de 
superficie específicos de las células ME de la mama canina no identificados 
previamente. La expresión de CD10 y del antígeno de timocitos Thy1,  
identificados recientemente como marcadores sensibles y específicos de la 
membrana de las células ME en la mama humana, se analizó mediante técnicas 
inmunohistoquímicas en células de inmunofenotipo ME y epitelial de la glándula 
mamaria normal y neoplásica canina. El CD10, al igual que la mayoría de los 
marcadores conocidos de las células ME de la mama canina, demostró ser sensible 
pero no específico, mientras que el Thy1 marcó células ME exclusivamente. 
Finalmente, se aislaron y purificaron las células ME de mamas normales y 
neoplásicas caninas utilizando un método inmunomagnético (MACS) y el marcador 
Thy1. Los resultados de este estudio demostraron la posibilidad de aislamiento y 
cultivo de células ME caninas por primera vez en la literatura para así poder 
estudiar in vitro su papel en el desarrollo de los tumores de la mama canina.  
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Summary 
     Mammary tumours are the most common neoplasms in female dogs and the 
participation of the myoepithelial (ME) cells in its constitution is very high. Some 
immunohistochemical and in vitro studies of human breast cancer suggest that 
these cells have tumour suppressor functions. In these studies, the role of ME 
cells in the stromal invasion of canine mammary carcinoma and the isolation, 
purification and culture methods of canine ME cells have been analyzed and 
standardized, respectively. The integrity of the ME cell layer around groups of 
atypical epithelial cells was evaluated in tissue samples of benign and malignant 
tumours and its correlation with the histological grade of malignancy and 
proliferation index of the lesions were analyzed. Results showed that the level of 
expression of calponin, the marker used to identify this layer, was similar in 
benign and malignant tumours of histological grades 1 and 2. These findings 
indicated that ME cells were not good marker of invasion to diagnose in situ 
carcinoma of the canine mammary gland. On the contrary, they suggest a 
potential protective on the progression of the disease. Isolation and purification of 
ME cells requires the use of non-available specific surface markers of ME cells of 
the canine mammary gland. The expression of CD10 antigen and Thy1 (thymocyte 
differentiation antigen), both considered to be sensitive and specific surface 
markers of human breast ME cells, were analyzed by immunohistochemistry in ME 
cell and epithelial cell immunophenotypes of the normal and neoplastic canine 
mammary gland. CD10, as the majority of canine ME cell marker, proved to be 
sensitive but not specific, whereas Thy1 marked ME cells exclusively. Finally, ME 
cells from normal and neoplastic canine mammary gland were isolated and 
purified using an immunomagnetic method (MACS) and Thy1 marker. The results 
of this study showed the possibility of isolation and culture of canine ME cells for 
first time in literature opening this way the possibility of studying in vitro their role 
in the development of canine mammary tumours with novel and powerful 
techniques. 
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1. Introducción 
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1. Analizar el papel de las células mioepiteliales en la identificación 
del carcinoma in situ de la mama canina mediante el estudio de 
la expresión de calponina en tumores benignos y malignos de 
distinto grado de malignidad. 
2. Analizar el patrón de expresión de la proteína CD10 en células 
de inmunofenotipo mioepitelial y epitelial de la glándula 
mamaria normal y neoplásica canina. 
3. Analizar la expresión inmunohistoquímica de la proteína de 
superficie antígeno de timocito 1 (Thy 1) en la glándula 
mamaria normal y neoplásica canina. 
4. Estandarizar un método de aislamiento, purificación y cultivo de 
las células mioepiteliales de la glándula mamaria normal y 
neoplásica canina. 
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2. Revisión 
bibliográfica 
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2.1 El carcinoma de mama canino 
2.1.1 Características epidemiológicas y clínico-evolutivas  
     La importancia de los tumores mamarios caninos radica en su elevada 
incidencia. Para la mayoría de los autores representan el 50%, 
aproximadamente, de los tumores que padecen las hembras de la especie canina 
y su incidencia es de 200 por 100.000 perras en riesgo (Dorn, 1968; Schneider, 
1970; Schneider, 1976; Bostock, 1986; Madewell y Theilen, 1987; Misdorp y 
cols., 1999; Arnesen y cols., 2000; Lana y cols., 2007). Recientemente se han 
publicado datos que revelan diferencias geográficas en la incidencia de los 
tumores de mama de la perra y que parecen estar relacionados con la influencia 
que tienen las hormonas ováricas en el desarrollo de las estos tumores. Así, la 
incidencia en el Reino Unido, donde es frecuente que los propietarios de perras 
soliciten la castración desde edades tempranas, es mucho menor que en los 
países nórdicos, en los que esta práctica quirúrgica es poco frecuente. 
Desafortunadamente, en España no disponemos de datos sobre la incidencia de 
tumores mamarios en perras, aunque es muy probable que las cifras sean 
cercanas a las de países como Suecia, pues la ovariectomía sólo se lleva a cabo 
cuando el veterinario la recomienda por motivos médicos. 
     En la perra, los principales factores de riesgo son los constitucionales (sexo, 
edad y raza) y los factores relacionados con la reproducción. Otros factores de 
riesgo más controvertidos o menos estudiados son la dieta y la obesidad, la 
exposición a radiaciones, la historia familiar y los antecedentes individuales de 
lesiones mamarias benignas o malignas. Las neoplasias mamarias caninas son 
casi exclusivas de las hembras (Brodey y cols., 1983; Madewell y Theilen, 1987, 
Saba y cols., 2007; Bearss ycols., 2011),  y la edad media de presentación es de 
10 
 
10 - 11 años para los tumores malignos y algo menor para los benignos 
(Schneider, 1970; Bostock, 1986; Madewell y Theilen, 1987; Lana y cols., 2007). 
Se ha descrito una mayor incidencia en algunas razas puras (MacVean y cols., 
1978; Madewell y Theilen, 1987; Arnesen y cols., 2000; Craig, 2001; Lana y 
cols., 2007; Bronden y cols., 2010), pero el factor de riesgo más importante es la 
exposición del parénquima glandular mamario a las hormonas ováricas, 
estrógenos y progesterona (Schneider y cols., 1969; Giles y cols., 1978; Misdorp, 
1991; Rutteman, 1992; Støvring y cols., 1997). Finalmente, las dietas ricas en 
grasa y la obesidad parecen aumentar el riesgo de desarrollar tumores de mama 
en las perras, sobre todo cuando se administran en el primer año de vida 
(Sonnenschein y cols., 1991; Pérez Alenza y cols., 1998; Pérez Alenza y cols., 
2000), mientras que la exposición a radiaciones no parece aumentar la incidencia 
de tumores mamarios, aunque sí su aparición a edades más tempranas 
(Andersen y Rosenblatt, 1969; Moulton y cols., 1970;  Moulton y cols., 1986; 
Benjamin y cols., 1999).  
     En medicina humana, la existencia de algunos tipos de displasia como la 
hiperplasia atípica y del carcinoma in situ (CIS) se considera un factor importante 
de riesgo para padecer posteriormente un carcinoma infiltrante (Page y Dupont, 
1990). En perras también se han descrito este tipo de patologías mamarias y, al 
igual que sucede en la mujer, se ha sugerido que podrían ser un factor de riesgo 
sobre la incidencia ulterior de los tumores malignos en el mismo animal (Moulton 
1990; Lana y cols., 2007; Antuofermo y cols., 2007; Mouser y cols., 2010). 
     Los tumores de mama aparecen clínicamente como nódulos únicos o 
múltiples localizados dentro de cualquiera de los 5 pares de glándulas mamarias 
de la especie canina. Entre el 65 y el 70% de los tumores de mama caninos 
ocurren en los pares 4 y 5, probablemente debido al mayor volumen de tejido 
glandular mamario que hay en estas glándulas (Lana y cols., 2007). La mayor 
parte de los nódulos clínicamente pequeños, con márgenes bien delimitados y 
duros a la palpación corresponden, en el estudio histológico, a tumores 
benignos. Por el contrario, aquellos con un crecimiento rápido, con límites mal 
definidos, adheridos a la piel o al tejido subcutáneo, con presencia de úlceras o 
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inflamados, tienden a comportarse de forma más agresiva. Si se observan uno o 
más de estos signos, aumenta la posibilidad de que el estudio histológico 
demuestre que se trata de un tumor maligno, pero su ausencia no excluye este 
diagnóstico (Lana y cols., 2007). Una excepción a esta forma de presentación 
clínica de los tumores de mama en la perra es el denominado carcinoma 
inflamatorio (Susanek y cols., 1983; Pérez-Alenza y cols., 2001, Lana y cols., 
2007; Marconato y cols., 2009).  
     Los tumores malignos metastatizan a los nódulos linfáticos regionales en el 
25-50% de los casos (Cotchin, 1958; Evengall y cols., 2005), y dado que los 
tumores se localizan con mayor frecuencia en los pares 4 y 5, los nódulos 
afectados con mayor frecuencia son los inguinales superficiales; desde aquí la 
enfermedad puede diseminarse a los nódulos ilíacos internos y a los sublumbares 
(Madewell y Theilen, 1987; Lana y cols., 2007). Los tumores malignos pueden 
desarrollar metástasis a distancia. La más común es la pulmonar, que se 
diagnostica mediante radiografía de tórax en un 25-50% de las perras con 
carcinoma de mama (Hedlund, 2007). También pueden ocurrir en hígado, riñón 
y, con menor frecuencia, en hueso (Madewell y Theilen 1987; Lana y cols., 
2007). Incluso puede ocurrir que la sintomatología de presentación sea la 
metástasis ósea, aunque no es frecuente (Cooley y Waters, 1998). 
     El método único y definitivo de diagnóstico de un tumor de mama es el 
estudio anatomopatológico, y el tipo de biopsia que se practica es la biopsia 
excisional. La citología por punción-aspiración con aguja fina de un tumor 
mamario no es útil para diferenciar si se trata de un tumor benigno o de un 
tumor maligno, de manera que no se debe practicar, con la única excepción del 
carcinoma inflamatorio (Allen y cols., 1986; Madewell y Theilen, 1987; Hellmen y 
Lindgren, 1989; Lana y cols., 2007). Finalmente, el tratamiento de elección de 
los tumores de la mama canina es el quirúrgico (con la única excepción del 
carcinoma inflamatorio) (Sorenmo y cols., 2003). 
 
2.1.2 Clasificación histológica y malignidad biológica 
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     Los criterios utilizados para clasificar las neoplasias de la mama canina son 
similares a los usados en todos los tipos de neoplasia: comportamiento biológico 
y morfología, pudiendo ser esta última descriptiva o histogenética, y siendo la 
clasificación ideal aquella que combina ambos criterios. Sin embargo, debido a la 
complejidad estructural y a la disputada histogénesis de las neoplasias en la 
mama canina, han aparecido numerosas clasificaciones en los últimos 40 años. 
En 1958, Cotchin propuso una de las primeras clasificaciones e introdujo los 
términos de “simple” y “complejo” para la descripción de muchos de los tumores 
benignos. Posteriormente fueron propuestas otras clasificaciones (Moulton y 
cols., 1970; Fowler y cols., 1974). Sin embargo, debido a la falta de 
estandarización, la Organización Mundial de la Salud (O.M.S.) propuso la 
“Clasificación Histológica de los Tumores Mamarios de los Animales Domésticos” 
en 1974, basada en criterios morfológicos descriptivos y, eventualmente, 
demostró poseer un cierto valor pronóstico (Hampe y Misdorp, 1970; Misdorp y 
Hart, 1974; Misdorp y Hart, 1979a). Las clasificaciones más recientes de las 
neoplasias mamarias caninas son la “Clasificación de los tumores de la Glándula 
Mamaria en el Perro y el Gato” de la O.M.S. (Misdorp y cols., 1999), basada en 
criterios de valor pronóstico más que en morfológicos, la clasificación de 
Benjamín y colaboradores (1999), de tipo morfológico-histogenético, la 
clasificación de la última edición del libro de D.H. Moulton “Tumours in Domestic 
Animals”, elaborada por el mismo autor que la última clasificación de la O.M.S. y 
que es idéntica, salvo una excepción aislada (Misdorp, 2002) y, por último, la 
reciente clasificación histológica para los tumores de mama publicada por 
Goldschmidt y colaboradores (2011), con el fin de añadir nuevos subtipos 
histológicos no incluidos anteriormente y de reagrupar y/o nombrar de manera 
diferente algunos otros subtipos. Los trabajos incluidos en esta tesis doctoral han 
seguido la “Clasificación de los tumores de la Glándula Mamaria en el 
Perro y el Gato” de la O.M.S. propuesta por Misdorp y colaboradores en 1999.   
     Según su comportamiento biológico esperado, los tumores de mama se 
clasifican en benignos y malignos. Los criterios rutinarios utilizados por los 
anatomopatólogos para definir la malignidad histológica en cortes de tejido 
teñidos con Hematoxilina-eosina (HE) incluyen el tipo de crecimiento 
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(generalmente expansivo en los benignos e invasor y destructor en los tejidos 
adyacentes en los malignos), la presencia o ausencia de invasión de vasos 
sanguíneos y/o linfáticos por émbolos de células neoplásicas, de necrosis 
isquémica, de atipias (pleomorfismo celular y nuclear) y de anaplasia (pérdida de 
diferenciación), así como el número de figuras mitóticas y el número y tamaño 
de los nucléolos (Gilbertson y cols., 1983; Misdorp y cols., 1999; Tavassoli y 
Devilee, 2003; Antuofermo y cols., 2007). Además de estas características 
histológicas genéricas, hay otras específicas de los tumores ya clasificados como 
malignos que permiten matizar su grado de malignidad y tienen valor predictivo 
pronóstico, recibiendo el nombre de factores histopronósticos. Los factores 
histopronósticos en el carcinoma de mama canino son ocho según Lana y 
colaboradores, en “Small Animal Clinical Oncology” de Withrow y MacEwen 
(2007): (1) El grado histológico de malignidad, que evalúa básicamente el grado 
de diferenciación de la neoplasia mediante el análisis del grado de diferenciación 
histológica (formación de túbulos), del grado de anaplasia (anisocariosis) y del 
número de mitosis. (2) El grado de diferenciación nuclear, que evalúa el grado 
de pleomorfismo nuclear o de anisocariosis. (3) El tipo histológico de la neoplasia 
mamaria, ya que los tumores benignos tienen un comportamiento biológico 
mejor que los malignos, y la agresividad biológica de los malignos varía con el 
subtipo (Misdorp y cols., 1999; Goldsmichdt y cols., 2011). (4) La presencia de 
infiltrado de tipo linfocitario en la vecindad de una neoplasia mamaria canina, 
que es un factor pronóstico favorable (Gilbertson y cols., 1983; Lana y cols., 
2007). (5) La invasión estromal de los tejidos adyacentes, que es un factor 
histopronóstico desfavorable en los estudios de correlación tanto con el tiempo 
de supervivencia como con el periodo libre de enfermedad (Hellmén y cols., 
1993; Lana y cols., 2007). (6) La invasión vascular, que también es un factor 
pronóstico desfavorable (Lagadic y Estrada, 1990; Misdorp, 2002; Lana y cols., 
2007). (7) El índice de proliferación de la neoplasia, que se puede evaluar con 
diferentes métodos, pero que guarda una relación directamente proporcional con 
una evolución clínica postquirúrgica desfavorable (Hellmén y cols., 1993; Löhr y 
cols., 1997; Peña y cols., 1998; Queiroga y cols., 2001;). (8) La presencia de 
receptores de estrógenos y de progesterona, que es un factor pronóstico 
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favorable (Sartin y cols., 1992; Nieto y cols., 2000; Martín de las Mulas y cols., 
2005; Chang y cols., 2009).  Además, publicaciones más recientes indican que 
otras características histológicas como la expresión de la metaloproteinasa-9 por 
las células estromales es también un factor predictivo de pronóstico (Santos y 
cols., 2013). 
     En la rutina diagnóstica de los laboratorios de anatomía patológica veterinaria 
los factores histopronósticos que se suelen analizar e informar son el grado 
histológico y/o nuclear, la presencia de infiltrado linfocitario en la vecindad del 
tumor, el crecimiento infiltrante en los tejidos vecinos y la presencia de émbolos 
de células neoplásicas, y sin embargo, la correlación entre el diagnóstico 
histológico de malignidad y el comportamiento biológico agresivo (recidiva, 
metástasis) de los tumores de la mama canina es baja. Los datos que se basan 
en el material remitido a los laboratorios de anatomía patológica para diagnóstico 
histológico indican que entre un 41 y 53% de los tumores mamarios caninos son 
histológicamente malignos (Brodey y cols., 1983; Gilbertson y cols., 1983). Sin 
embargo, datos de estudios de seguimiento indican que aproximadamente un 
30% de los tumores de mama extirpados quirúrgicamente son malignos 
(Misdorp, 2002; Lana y cols., 2007). Por tanto, el hecho de que la evidencia 
histológica de malignidad de los tumores de mama en la especie canina no 
implica necesariamente un curso clínico maligno es ya una afirmación 
indiscutible. Existen varias razones para explicar el diagnóstico de excesiva 
malignidad histológica en el carcinoma de mama canino pero dos de ellas están 
claramente relacionadas con las células mioepiteliales (ME): 1) Que muchos de 
los carcinomas diagnosticados como infiltrantes sean en realidad CIS; y 2) Que 
las células mioepiteliales tengan un efecto supresor de tumor en el carcinoma de 
mama canino. 
 
2.1.3 Carcinoma in situ de la mama 
     El CIS de mama es un tumor de células epiteliales glandulares con 
características histológicas de malignidad que está confinado a la luz de los 
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conductos y/o adenómeros de la glándula y que, por tanto, no ha invadido aún la 
membrana basal (MB) (Misdorp y cols., 1999) (Fig. 1). En la mujer, la presencia 
de una capa de células ME completa alrededor de células atípicas en diferentes 
patrones de crecimiento es la forma de diagnóstico usual del CIS de mama 
(Tavassoli y Devilee, 2003; Polyak y Hu, 2005).  
     La importancia del diagnóstico del CIS radica en los siguientes aspectos: 1) El 
modelo vigente de carcinogénesis mamaria establece que el carcinoma infiltrante 
es el resultado de una transición progresiva desde la mama normal que incluye la 
hiperplasia epitelial típica, la hiperplasia epitelial atípica, el CIS y el carcinoma 
invasor y metastásico (Polyak, 2007; Sgroi, 2010) (Fig. 1). 2) El CIS es un factor 
de riesgo para el desarrollo de carcinoma infiltrante en la mujer (Page y Dupont, 
1990). 3) El tratamiento del CIS es diferente al del carcinoma infiltrante, tanto en 
lo referente a la agresividad en la cirugía como al tratamiento adyuvante o 
neoadyuvante (O´Shaughnessy, 2000; Skinner y Silverstein, 2001; Lippman y 
Hong, 2002). Y 4) El CIS tiene mejor pronóstico que el carcinoma infiltrante. Así, 
la supervivencia de mujeres con CIS es excelente (Tabar y cols., 1995; Bijker y 
cols., 2012).  
 
     (A)                                            (B)                              (C) 
 
 
 
     Alvéolo normal                                Carcinoma in situ             Carcinoma invasivo 
______________________________________________________________________ 
Figura 1. Modelo de carcinogénesis mamaria en la especie humana. (A) Vista 
esquemática de un alvéolo normal, en el que se observa la capa de células epiteliales 
interna, la capa de células ME externa y la MB intacta. Ambos tipos de células contactan 
con la MB que las separa del estroma. (B) Vista esquemática de un CIS con más de una 
capa de células epiteliales con atipias mientras que la capa de células ME y la MB 
permanecen intactas. (C) Vista esquemática de un carcinoma infiltrante en el que la 
capa de células ME y la MB son discontinuas y / o están ausentes, mientras que las 
células epiteliales atípicas invaden el estroma.  
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     Hoy día, el CIS representa, aproximadamente, el 15-25% de los casos de 
carcinoma de mama en la mujer (Polyak y Hu, 2005). Sin embargo, hace unos 
30 años solo representaba el 1% de los casos. Los programas de screening o 
muestreo del cáncer de mama entre la población en riesgo mediante la 
mamografía y la consiguiente detección precoz de las lesiones neoplásicas 
propiciaron este marcado aumento en el diagnóstico del cáncer en su fase 
preinvasora.  
     La situación en la perra es muy diferente a la de la mujer. Primero, porque la 
mamografía no se utiliza de forma rutinaria como método de detección precoz 
del cáncer, y segundo, porque la forma de diagnosticar histológicamente un CIS 
en la perra no ha sido definida claramente. El CIS se incluyó por primera vez en 
la clasificación histológica de los tumores de la mama canina de la O.M.S. hace 
algo más de 10 años (Misdorp y cols., 1999) y fue definido como “una neoplasia 
epitelial con características histológicas de malignidad que no ha invadido la 
membrana basal”. Sin embargo, estos autores no indicaron cómo identificar la 
presencia o ausencia de invasión de la MB en cortes de tejido teñidos con HE. En 
un estudio anterior sobre carcinoma de mama canino se definieron las lesiones 
no infiltrantes como “grado 0”, pero tampoco se especificó cómo identificar de 
forma precisa esas lesiones en cortes de tejido teñidos con HE (Gilbertson y 
cols., 1983). En un estudio realizado después de la inclusión del CIS en la 
clasificación histológica de los tumores de mama en la perra (Misdorp y cols., 
1999), se analizaron varios aspectos de esta lesión tales como sus patrones de 
crecimiento y su grado de malignidad pero, de nuevo, no se precisó la forma en 
la que fue identificada la ausencia de invasión de la MB en cortes de tejido 
teñidos con HE (Antuofermo y cols., 2007). Finalmente, en la clasificación 
propuesta recientemente por Goldschmidt y colaboradores (2011) se define el 
CIS como “tejido neoplásico constituido por nódulos bien delimitados que no se 
han extendido al tejido mamario de alrededor atravesando la MB, que son 
densamente celulares, y que están constituidos por células densamente 
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empaquetadas formando túbulos irregulares”, definición a su vez tomada de 
Antuofermo y colaboradores (2007). 
     La MB es una línea continua formada por una densa matriz de fibras de 
colágeno, glicoproteínas y proteoglicanos no visible en las preparaciones teñidas 
con HE (Flug y Köpf-Maier, 1995). En estudios realizados en la especie humana 
se ha demostrado que existe una alta variabilidad inter-observador en el 
reconocimiento de la integridad de la MB en preparaciones teñidas con HE (Yaziji 
y cols., 2000). Al igual que en la especie humana (Damiani y cols., 1999), la 
integridad de la MB se ha estudiado en la especie canina utilizando anticuerpos 
frente a diferentes componentes tales como la laminina, el colágeno tipo IV y el 
colágeno tipo VII (Benazzi y cols., 1993; Peña y cols., 1995), y se ha 
comprobado que la glándula mamaria normal y las lesiones mamarias benignas 
tienen una MB intacta, que los carcinomas bien diferenciados tienen una MB 
discontinua y que la MB está ausente en los carcinomas pobremente 
diferenciados (Peña y cols., 1995). Sin embargo, también se ha observado haber 
defectos de la MB en lesiones no infiltrantes de naturaleza proliferativa o 
inflamatoria. Por todo ello, el criterio de evaluación de la integridad de la MB 
utilizando esos marcadores no se considera de elección para el diagnóstico de 
invasión (Nerlich, 1998) aún cuando se ha demostrado 1) que la pérdida o 
discontinuidad de la MB es indicativa de malignidad, y 2) que el crecimiento 
tumoral maligno está asociado con una pérdida de material de la MB tanto en la 
mujer como en la perra (Hagedorn y cols., 2001; Misdorp, 2002).  
    Hoy día, el estudio de la integridad de la capa de células ME de los conductos 
y alveolos persistentes es el criterio que se utiliza para la identificación del CIS en 
la mujer (Tavassoli y Devilee, 2003; Moriya y cols., 2009). Sin embargo, la 
identificación precisa de las células ME en cortes teñidos con HE es también 
difícil, ya que aunque suelen ser de tamaño pequeño y fusiformes, con el eje 
mayor paralelo a la MB, su morfología varía considerablemente dependiendo de 
la situación fisiológica y patológica (McCarty y cols., 1999; Lele y cols., 2000). 
Por todo ello, el análisis de la integridad de la capa de células ME en la mujer se 
lleva a cabo utilizando marcadores de estirpe o fenotipo ME y técnicas 
18 
 
inmunohistoquímicas, habiéndose comprobado que la invasión se asocia a la 
pérdida de inmunoreactividad con dichos marcadores (Tavassoli y Devilee, 2003; 
Polyak y Hu, 2005; Moriya y cols., 2009). A día de hoy, no se han realizado 
estudios sobre la utilidad del estudio de la integridad de la capa de células ME 
para identificar el CIS de la mama canina.  
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2.2 Las células mioepiteliales de la mama  
2.2.1 Localización y estructura y función 
     Las  células ME, también conocidas como mioepitelio, son elementos 
contráctiles de naturaleza epitelial que se originan a partir del ectodermo y que 
se encuentran en algunas glándulas exocrinas formando una delgada capa por 
encima de la MB y, generalmente, por debajo de las células epiteliales 
glandulares luminales, a las que se encuentran unidas por hemidesmosomas y 
desmosomas (Lakhani y O´Hare, 2001). Las células ME se caracterizan por 
presentar en su citoplasma numerosos filamentos de actina y miosina, por lo que 
a pesar de su origen epitelial tienen una capacidad de contracción similar a la del 
músculo liso. La contracción de las células ME ayuda a liberar el producto de 
secreción dentro de la luz de los adenómeros glandulares y, posteriormente, su 
expulsión hacia el sistema de conductos excretores glandulares (Gartner y Hiatt, 
2006; Monteiro-Riviere, 2006). 
     Las células ME se encuentran en las glándulas sudoríparas, la glándula 
mamaria, las glándulas lacrimales, las glándulas salivales y la próstata. 
Histológicamente, se localizan tanto en la porción secretora (adenómeros) como 
en los conductos excretores. Al estar situadas encima de la MB y debajo de las 
células epiteliales secretoras ocupan una posición “basal” con respecto a ellas, 
por lo que algunos autores consideran que se encuentran a nivel de la capa de 
células basales que alberga a las células epiteliales progenitoras o células madre, 
y por eso también se conocen como células basales/ME (Deugnier y cols., 2002; 
Lung, 2003; Poliak y Hu, 2005; Clarke y cols., 2006; Ohtomo y cols., 2011; Yu y 
cols., 2012).   
     La glándula mamaria es una glándula sudorípara apocrina cutánea 
modificada, presente únicamente en mamíferos. Histológicamente es una 
glándula exocrina túbulo-alveolar compuesta ramificada. El estroma 
fibrovascular, rico en adipocitos, se organiza formando lóbulos y lobulillos 
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(Paniagua y cols. 2007) (Fig. 2). El desarrollo de la mama es único, ya que llega 
a su plenitud durante la gestación y la lactación (Sorenmo y cols., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Histología de la glándula mamaria normal canina. 10x. HE. 
 
 
     El tejido epitelial de la glándula mamaria está constituido por dos tipos 
celulares: una capa interna única de células epiteliales luminales polarizadas y 
una capa externa también única de células ME. Ambas están separadas del 
estroma intralobulillar por una MB rica en laminina (Gudjonsson y cols., 2005) 
(Fig. 3).  
 
 
 
 
      
 
 
________________________________________________________________ 
Figura 3. Tejido epitelial de la glándula mamaria.  
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     En los conductos excretores, las células ME forman una capa continua de 
células que, por un lado, están en contacto directo con la MB y, por otro, rodean 
a las células epiteliales secretoras a las que, por tanto, separan de la MB basal y 
del estroma. En los adenómeros, las células ME forman una estructura “en 
canasta” de manera que algunas células epiteliales secretoras sí están en 
contacto directo con la MB (Polyak and Hu, 2005). El tejido conjuntivo estromal 
es de tipo laxo irregular a nivel intralobulillar y denso irregular a los niveles 
interlobulillares e interlobar, y rico en adipocitos (Monteiro-Riviere, 2006) (Fig. 
4). 
 
 
 
Figura 4. Vista esquemática de la diferente disposición de las células ME en un 
adenómero y en un conducto excretor. En el adenómero, las células ME no forman una 
capa continua, sino que algunas células epiteliales secretoras están en contacto con la 
MB mientras que en el conducto, las células ME forman una capa continua. 
 
 
     Ultraestructuralmente, las células epiteliales luminales son de cúbicas a 
cilíndricas y están polarizadas. Se dividen en células claras y células oscuras 
dependiendo de su densidad electrónica que, a su vez, se cree relacionada con 
su estado funcional. Normalmente se observan pocos orgánulos 
intracitoplasmáticos, pero sí hay muchas microvellosidades en la superficie 
apical. La densidad de las microvellosidades tiende a ser mayor en los conductos 
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terminales. Los núcleos son predominantemente heterocromáticos y presentan a 
menudo hendiduras (Tsuchiya, 2005). Las células ME presentan numerosos 
filamentos finos en el citoplasma, principalmente cerca de la zona basal, 
formando haces de 50-70 A de diámetro que se asemejan a los miofilamentos de 
las fibras musculares lisas. Debido a la presencia de estos filamentos finos, las 
células ME tienen una apariencia más oscura al microscopio electrónico que las 
células epiteliales. Además, hay desmosomas entre las células ME, y 
hemidesmosomas y vesículas de pinocitosis en la lámina basal. Las células ME de 
los conductos grandes difieren mucho en su morfología de las células ME de los 
conductos terminales, ya que las primeras suelen tener un largo proceso 
extendiéndose desde el citoplasma hasta el estroma, mientras que las uniones 
epiteliales-estromales de las células ME de los conductos terminales son casi 
planas (Tsuchiya, 2005). La lámina basal está constituida por la lámina lúcida 
(150-300 A) y la lámina densa (400-800 A). Estas dos capas de la lámina basal 
recubren completamente a los conductos. La llamada MB, visible bajo el 
microscopio óptico, es la combinación de esta lámina basal y de los haces de 
fibras del estroma (Tsuchiya, 2005). 
     Las células ME participan en la secreción de la leche, en la síntesis de los 
componentes de la MB y en la regulación del crecimiento, la diferenciación y la 
morfogénesis de las células vecinas. 
     La secreción de la leche se ve favorecida por la contracción de las células ME 
de los alvéolos y conductos excretores de la mama bajo el estímulo de la 
oxitocina, contracción posible gracias a su diferenciación muscular lisa (Murrell, 
1995). Durante muchos años se ha considerado que ésta era la única función de 
las células ME de la mama tanto en la especie humana como en la canina 
(Lakhani y O´Hare, 2001; Clarke y cols., 2006). Sin embargo, durante las 
últimas 2-3 décadas ha aumentado el interés en las células ME y se han 
realizado estudios que han demostrado que realizan otras funciones. Por un 
lado, las células ME participan en la síntesis de componentes de la MB tales 
como el colágeno tipo IV, la laminina-1, la laminina-5 y la fibronectina 
(Gudjonsson y cols., 2005). Además, regulan la polarización de las células 
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epiteliales glandulares por medio de la síntesis de laminina-1 (Gudjonsson y 
cols., 2002) así como el crecimiento, la diferenciación y la morfogénesis de las 
células vecinas mediante la producción de factores de crecimiento (Adriance y 
cols., 2005).  
     Debido a su posición natural estratégica entre la MB y las células epiteliales 
glandulares, se ha sugerido que las células ME podrían filtrar y procesar señales 
de naturaleza endocrina o paracrina regulando la cantidad de flujo y el control 
de la entrada y salida de nutrientes, electrolitos y factores de crecimiento (Locke 
y cols., 2000; Adriance y cols., 2005, Pandey y cols., 2011). 
 
2.2.2 Participación de las células mioepiteliales en el 
carcinoma de mama 
     Las especies que desarrollan neoplasias espontáneas de la glándula mamaria 
son la humana, la canina y la felina. Los tumores de estas tres especies tienen 
numerosas características en común, tanto epidemiológicas y clínico-evolutivas 
como anatomopatológicas y, de hecho, las neoplasias espontáneas de las 
especies domésticas se consideran, en general, buenos modelos naturales de las 
que desarrolla la mujer (Knapp y Waters, 1997; Martín de las Mulas y Reymundo, 
2000). Sin embargo, hay dos diferencias fundamentales entre las neoplasias 
mamarias de las 3 especies: primero, que la participación de las células ME en 
las neoplasias de las especies humana y felina es rara mientras que en las de la 
especie canina es muy alta; y segunda, que los tumores malignos de la especie 
canina tienen mucho mejor pronóstico que los carcinomas humano y felino.  
     En la mujer y en la gata, los tumores de mama están generalmente 
constituidos por un solo tipo de células, y estas células son de naturaleza epitelial 
glandular. Se denominan adenomas o carcinomas (epiteliales) simples  (Foschini 
y Eusebi, 1998; Misdorp y cols., 1999; Lakhani y O´Hare, 2001). La aparente 
infrecuencia con la que las células ME han dado lugar a la formación de 
neoplasias en la mujer ha sido durante décadas un gran enigma de la biología y 
24 
 
de la patobiología mamarias. Las células ME parecen ser resistentes a la 
transformación neoplásica, son relativamente quiescentes mitóticamente (Joshi y 
cols., 1986) y podrían tener una gran capacidad de reparación del ADN (ácido 
desoxirribonucleico) (Lakhani y O´Hare, 2001). No obstante, en las últimas 2-3 
décadas se han descrito con mayor frecuencia neoplasias con participación de 
células ME en la mujer incluyendo el carcinoma mioepitelial puro, el 
adenomioepitelioma, el carcinoma quístico adenoide, el carcinoma 
adenoescamoso, el carcinoma metaplásico  y el carcinoma rico en células 
mioepiteliales pobremente diferenciado (Tavassoli, 1991; Foschini y Eusebi, 
1998; Tavassoli y Devilee, 2003) y, aunque el porcentaje del total que 
representan es bajo (menos del 20% de los casos), estas descripciones han 
contribuido a ampliar otros estudios ya en curso que han ido descubriendo el 
importante papel que parecen jugar las células ME en la carcinogénesis.  
     Una de las líneas de evidencia sugiere que las células ME completamente 
diferenciadas se comportan como “supresoras naturales tumorales” mediante la 
secreción de sustancias que bloquean la proliferación de células epiteliales 
glandulares neoplásicas y la inducción de la apoptosis, además de interferir con 
su comportamiento invasor bloqueando la angiogénesis y la degradación de la 
MB (Sternlicht y cols., 1997; Deugnier y cols., 2002; Adriance y cols., 2005). Sin 
embargo, existe controversia acerca del papel de las células ME en los tumores 
de mama humana, y algunos autores se arriesgan a otorgarles una función dual 
y las consideran tanto supresoras como promotoras de tumor (Pandey y cols., 
2011).  Según esta teoría, las células ME se comportarían de manera diferente 
según su grado de diferenciación y el tipo de tumor en el que se encontraran. 
Hay estudios que indican que las células ME normales o “cerca de la 
normalidad”, es decir, completamente diferenciadas, confieren un mejor 
pronóstico a las neoplasias (Sternlicht y cols., 1997; Gudjonsson y cols., 2005), 
excepto en el caso del Mioepitelioma Maligno (Foschini y Eusebi, 1998), mientras 
que las células ME funcionalmente defectuosas o sólo parcialmente diferenciadas 
se asocian a un peor pronóstico (Malzahn y cols., 1998; Gudjonsson y cols., 
2005). Algunos autores van más allá, llegando a proponer que, en estos casos, 
las células ME podrían no sólo perder su función como supresoras naturales de 
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tumor, sino que además actuarían como promotoras tumorales (Barsky y Karlin, 
2005; Gudjonsson y cols., 2005).    
     En la perra, al contrario que en la mujer y la gata, los tumores de mama 
tienen una abigarrada morfología y están constituidos con frecuencia por más de 
un tipo celular, incluyendo células epiteliales luminales, células ME y células 
mesenquimales solas o en combinaciones diversas (Misdorp y cols., 1999).  Así, 
los tumores de la mama canina pueden ser de tipo simple epitelial o simple 
mioepitelial (constituidos por un solo tipo celular), complejos (constituidos por 
células epiteliales luminales y por células ME) y mixtos (constituidos por células 
epiteliales luminales y/o por células ME más células mesenquimales) (Misdorp y 
cols., 1999). Los estudios sobre el papel que juegan las células ME en la 
carcinogénesis son mucho más escasos en los tumores de mama canina, pero de 
tendencia similar a la descrita en la mujer.  
     Así, algunos estudios en la especie humana sugieren que la diferenciación 
incompleta de las células ME podría ser más frecuente en los carcinomas más 
agresivos biológicamente, conocidos como de “tipo basal” o “tumores con 
fenotipo basal/ME” (Sørlie y cols., 2001; Clarke y cols., 2006). Existe controversia 
acerca de la definición y caracterización de este tipo de tumores, pero sí está 
confirmado que expresan marcadores de células basales/ME (Jones y cols., 
2001; Sørlie y cols., 2001; Clarke y cols., 2006). De hecho, la mayoría de autores 
los consideran tumores derivados de células ME (Perou y cols., 2000). En el caso 
de la perra también se han identificado diferentes subtipos de tumores mediante 
estudios moleculares, y se ha incluido el “tipo basal” como el más agresivo 
biológicamente (Gama y cols., 2008), si bien la agrupación por subtipo molecular 
y tipo histológico no parecen tener relación en esta especie (Sassi y cols., 2010). 
Sin embargo, los datos que apoyan el papel de supresoras de tumor de las 
células ME bien diferenciadas son más abundantes. Por un lado, las células ME 
expresan constitutivamente altos niveles de inhibidores de la angiogénesis y 
bajos niveles de factores angiogénicos (Nguyen y cols., 2000), mayor cantidad  
de inhibidores de las proteinasas que de proteinasas (Sternlicht y cols., 1997), y 
numerosas proteínas supresoras de tumor (Gomm y cols., 1997; Sternlicht y 
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cols., 1997; Péchoux y cols., 1999). Entre estas últimas se encuentran  la actina-
alfa de músculo liso (Okamoto-Inoue y cols., 1999), la CK5 (Zajchowski y cols., 
1990), la CK5/6 (Stefansson y cols., 2006), la alfa 6-integrina (Sager y cols., 
1993), la caveolina-1 (Sloan y cols., 2004), la relaxina (Bani y cols,. 1995), la 
activina (Cocolakis y cols., 2001), la conexina 43 (Xu y cols., 2008), la neogenina 
(Lee y cols., 2005), la p73 (Yamamoto y cols., 2001), la maspina (Pemberton y 
cols., 1995), la proteína inhibidora de la proteinasa serina (Xiao y cols., 1999), la 
proteína 14-3-3 sigma (Simpson y cols., 2004), la P-cadherina (Ribeiro y cols., 
2012) y el TIMP-1 (Sternlicht y cols., 1997; Barsky y Karlin, 2005). En la especie 
canina los estudios en este campo no son tan amplios, aunque también se ha 
demostrado que las células ME expresan algunas proteínas supresoras de tumor 
como la alfa actina de músculo liso (Gama y cols., 2003), la CK5 (Ramalho y 
cols., 2006), la CK5/6 (Beha y cols., 2012), la caveolina-1 (Amorim y cols., 
2010), la maspina (Espinosa de los Monteros y cols., 2005), la proteína 14-3-3 
sigma (Suárez-Bonnet y cols., 2011), la P-cadherina (Gama y cols., 2008) y el 
TIMP-1 (Rusk y cols., 2006). 
     Además, los datos de pronóstico apoyan este papel supresor de tumores de 
las células ME. El carcinoma de mama es mucho menos agresivo en la perra que 
en la mujer, que ocupa un lugar intermedio entre la perra y la gata (Misdorp, 
2002; Tavassoli y Devilee, 2003). Estas diferencias se observan, sobre todo, 
cuando se agrupan todos los subtipos histológicos de la especie canina (los 
simples, los complejos y los mixtos) y se comparan con los simples de las otras 
dos especies (Misdorp, 2002; Tavassoli y Devilee, 2003). Sin embargo, cuando se 
analiza el comportamiento biológico de los carcinomas simples, complejos y 
mixtos de manera individual, se observa que los carcinomas complejos y mixtos, 
en los que hay participación de células ME, tienen un mejor pronóstico que los 
carcinomas simples (Misdorp y cols., 1999; Misdorp, 2002; Martín de las Mulas y 
Reymundo, 2000).  
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2.2.3 Métodos de estudio in vivo e in vitro 
     In vivo, las células ME se pueden estudiar en tejidos procesados de forma 
rutinaria para estudio histológico mediante técnicas histoquímicas (HQ) y 
técnicas inmunohistoquímicas (IHQ). Con la técnica HQ básica de la HE, las 
células ME de la mama normal son de tamaño pequeño y fusiformes, con el eje 
mayor paralelo a la MB, las miofibrillas no son perceptibles, y no hay buena 
delimitación núcleo-citoplasma (Zhang y cols., 2003). Sin embargo, la morfología 
de las células ME varía considerablemente dependiendo de la situación fisiológica 
y patológica de la glándula mamaria no sólo en la mujer (McCarty y cols., 1999) 
sino también, y de forma particularmente extrema, en la perra (Misdorp y cols., 
1999; Goldschmidt y cols., 2011) (Fig. 5). Por eso, la identificación de las células 
ME mediante la técnica de la HE es difícil y, además, no existen otras técnicas de 
este tipo disponibles. 
(A)                                                     (B)   
 
 
 
 
_________________________________________________________________ 
Figura 5. La morfología de las células ME varía según la situación fisiológica y 
patológica de la mama. (A) Las células ME de estos adenómeros son de morfología 
fusiforme-redondeada, con citoplasma claro. 20x. HE. (B) Las células ME de estos 
adenómeros son de morfología fusiforme y citoplasma más oscuro que en (A), 
recordando en este caso a células musculares. 20x. HE.  
 
 
     El método de elección para el estudio e identificación de las células ME in vivo 
es el análisis de la expresión de diferentes marcadores utilizando métodos IHQ. 
Los marcadores más específicos son las proteínas constitutivas de las células ME, 
como las citoqueratinas (CKs) características de la capa basal de los epitelios 
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estratificados 5, 14 y 17; las proteínas específicas de músculo liso como la alfa-
actina específica de músculo liso y la calponina, y la proteína p63.  
     Las CKs de alto peso molecular 5, 5/6, 14 y 17 son características de las 
células basales de los epitelios estratificados tanto en la mujer como en la perra. 
Las CKs 5, 5/6 y 14 se consideran marcadores muy sensibles de células ME tanto 
de la mama humana como de la canina. Sin embargo, no son marcadores 
específicos debido a que también tiñen las células basales (Boecker y cols., 2002; 
Roy y cols., 2003; Gama y cols., 2003; Martín de las Mulas y cols., 2004; 
Ramalho y cols., 2006; Beha y cols., 2012). La CK17 es un marcador de células 
ME en la mujer (Roy y cols., 2003), pero en la perra no hay estudios que la 
hayan utilizado de forma aislada, sino con un anticuerpo anti-CK14 y CK17 (Vos y 
cols., 1993a,b).  
     La actina alfa específica de músculo liso y la calponina son proteínas 
específicas de músculo liso que figuran entre los marcadores de elección de las 
células ME, tanto en la especie humana como en la canina (Damiani y cols., 
1999; Espinosa de los Monteros y cols., 2002; Moritani y cols., 2002; Gama y 
cols., 2003; Zhang y cols., 2003). Sin embargo, ambos marcadores tienen el 
inconveniente de que tiñen también otras células con componente muscular liso 
como los miofibroblastos del estroma de las neoplasias de mama (Espinosa de 
los Monteros y cols., 2002; Moritani y cols., 2002) (Fig. 6). 
 
 
 
 
 
Figura 6. Carcinoma complejo de bajo grado de malignidad. Se observa cómo las 
células ME expresan calponina en su citoplasma con una fuerte intensidad, mientras que 
las células epiteliales glandulares son completamente negativas. Sin embargo, el 
asterisco nos está señalando una zona de estroma en la que algunos miofibroblastos 
aparecen inmunoteñidos débilmente. 20x. Calponina. 
 
29 
 
  
     El gen p63, un homólogo del gen p53, es un factor nuclear transcripcional 
con diversas funciones en el ciclo celular, desde la apoptosis a la diferenciación 
celular (Maisse y cols., 2003). La proteína p63, codificada por el gen P63, es 
necesaria para el mantenimiento de una población de células madre y las células 
basales de varios tipos de epitelios estratificados así como las células ME de la 
mama humana y canina expresan proteína P63 (Little y cols., 2002; Buza y cols., 
2010; Gama y cols., 2003; Suárez-Bonnet y cols., 2011). 
     Hoy día, los marcadores de células ME más utilizados son la proteína p63 y la 
calponina, si bien no son perfectos. La proteína p63, debido a su tinción nuclear, 
en ocasiones proporciona una imagen de la capa de células ME interrumpida, 
cuando realmente no lo está, mientras la calponina tiñe, como se ha dicho 
anteriormente, no sólo células ME sino miofibroblastos. Por todo ello, lo más 
recomendado para una precisa identificación de las células ME es utilizar la 
combinación de dos o más marcadores.  
     In vitro, el método de elección para el estudio de las células ME es el cultivo 
de poblaciones celulares aisladas y purificadas de muestras de tejido de glándula 
mamaria normal o neoplásica. Para obtener los cultivos de células ME, es 
necesario primero  separar las poblaciones de células epiteliales luminales o 
glandulares y de células ME del parénquima mamario. Los métodos utilizados 
para el obtención de poblaciones puras de células ME de la glándula mamaria 
han ido evolucionando a lo largo de la historia. Actualmente se utilizan el método 
FACS (fluorescence-activated cell sorting) que se trata de un tipo especializado 
de citometría de flujo basado en la dispersión de la luz específica y características 
de fluorescencia de cada célula (Sleeman y cols., 2006; Keller y cols., 2010; 
Rauner y Barash, 2012) y el método MACS (magnetic-activated cell sorting), 
basado en la unión inmunológica de esferas inmunomagnéticas a anticuerpos 
específicos de la superficie de las células ME (Miltenyi y cols., 1990; Clarke y 
cols., 1994). Sin embargo, debido a su facilidad de uso y relativo bajo coste, los 
métodos inmunomagnéticos son los más utilizados en la actualidad (Clarke y 
cols., 1994; Gomm y cols., 1995). Ambos métodos se han utilizado para aislar y 
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cultivar células ME en el ratón, la rata y el hombre (Clarke y cols., 1994; Lakhani 
y O’Hare 2001) pero ninguno se ha utilizado en el perro para aislar y cultivar 
células de la mama normal o neoplásica. 
     La caracterización y grado de pureza de la población de células ME aisladas  
se pueden realizar mediante métodos fenotípicos y métodos genotípicos. Los 
métodos fenotípicos incluyen el estudio de su morfología y el estudio de su 
inmunofenotipo mediante técnicas inmunocitoquímicas, de inmunofluorescencia 
o de inmunoblot (Western Blot) (O´Hare y cols., 1991; Péchoux y cols., 1999; 
Gudjonsson y cols., 2002). Además, se puede analizar la capacidad de dispersión 
de la luz y las características de fluorescencia de las células ME mediante 
citometría de flujo (O´Hare y cols., 1991). Los métodos genotípicos incluyen el 
análisis de ADN, el aislamiento del ARN y el estudio de los cromosomas (Barsky y 
Karlin, 2005; Polyak y Hu, 2005), si bien el perfil de expresión génica de las 
líneas celulares puede no reflejar fielmente los patrones observados in vivo. 
Finalmente, es importante cultivar las células ME de manera aislada bajo 
condiciones que mantengan el perfil fenotípico observado in situ, ya en la 
especie humana se ha observado que cuando las células ME primarias aisladas 
se cultivan durante periodos largos de tiempo pierden sus características 
fenotípicas, existiendo la necesidad de establecer líneas celulares mioepiteliales 
bien definidas e inmortales (Lakhani y O´Hare, 2001; Gudjonsson y cols., 2005). 
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3. Estudios 
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3.1 La integridad de la capa de células 
mioepiteliales en el carcinoma de mama 
canino. 
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3.2. Utilidad del CD10 como marcador de células 
mioepiteliales mamarias caninas. 
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Abstract 
Mammary gland tumours, the most common malignant neoplasm in bitches, 
often display myoepithelial (ME) cell proliferation. The aim of this study was to isolate, 
purify, culture and characterise ME cells from normal and neoplastic canine mammary 
glands. Monodispersed cells from three normal canine mammary glands and five canine 
mammary tumours were incubated with an anti-Thy1 antibody and isolated by 
magnetic-activated cell sorting (MACS). Cells isolated from two normal glands (cell 
lines CmME-N1 and CmME-N2) and four tumours (cell lines CmME-K1 from a 
complex carcinoma, CmME-K2 from a simple tubulopapillary carcinoma, and CmME-
K3 and CmME-K4 from two carcinomas within benign tumours) were cultured in 
supplemented DMEM/F12 media for 40 days. Cell purity was > 90%. Tumour-derived 
ME cell lines exhibited heterogeneous morphology, growth patterns and 
immunocytochemical expression of cytokeratins, whereas cell lines from normal glands 
retained their morphology and levels of cytokeratin expression during culture. Cell lines 
from normal glands and carcinomas within benign tumours grew more slowly than 
those from simple and complex carcinomas. This methodology opens up the possibility 
of in vitro analysis of the role of ME cells in the growth and progression of canine 
mammary tumours. 
 
Keywords: Canine; Mammary gland; Myoepithelial cells; Purification; Culture 
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Introduction 
In the normal mammary gland (NMG), the ductal and lobular system is lined by 
two cell layers, an inner or luminal layer and an outer layer composed of myoepithelial 
(ME) cells bordering the basal lamina. Mammary gland tumours are the most frequent 
malignant neoplasm in dogs and are known for their structural complexity and disputed 
histogenesis (Misdorp, 2002; Sorenmo, 2003). Malignant canine mammary tumours 
with ME cell proliferation (complex and mixed carcinomas) have a better prognosis 
than luminal-epithelial type simple carcinomas (Misdorp et al., 1999). In humans, ME 
cells play a role in cancer progression, as well as the suppression of tumour growth and 
invasion (Sternlicht et al., 1997a, b). 
 
Isolation of enriched populations of epithelial and ME cells from mammary 
glands of several species, including rats, mice, rabbits, cattle and humans, has been 
achieved using density gradient centrifugation (Kraehenbuhl, 1977; McGrath et al., 
1985; Zavizion et al., 1992), fluorescence-activated cell sorting (FACS; Sleeman et al., 
2006; Keller et al., 2010; Rauner and Barash, 2012) and immunomagnetic cell 
separation methods (Clarke et al., 1994; Gomm et al., 1995). The latter include 
including Dynabeads combined with ME cell-specific markers and magnetic-activated 
cell sorting (MACS), which have been used to separate human breast ME cells (Clarke 
et al., 1994; Gomm et al., 1995). 
 
Thymocyte differentiation antigen 1 (Thy1, CD90) has been used as a marker for 
the isolation and/or in vitro identification of ME cells from NMGs in mice (Lennon et 
al., 1978; Kim and Clifton, 1993) and humans (Gudjonsson et al., 2002, 2005). Thy1 is 
an N-glycosylated glycophosphatidylinositol (GPI)-anchored conserved cell surface 
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protein, originally identified as a thymocyte antigen (Barclay et al., 1976). In humans, 
Thy1 is expressed by fibroblasts, neurons and blood stem cells (Williams and Cagnon, 
1982; Crawford and Barton, 1986; Craig et al., 1993; Saalbach et al., 1999). Expression 
of Thy1 by microvascular endothelial cells promotes invasion of malignant melanoma 
cells (Saalbach et al., 2002). Thy1 also plays a role in cell adhesion, proliferation and 
differentiation (Yamazaki et al., 2009). 
 
In this study ME cells from normal and neoplastic canine mammary glands were 
isolated, purified, cultured and characterised morphologically and 
immunophenotypically. 
 
Materials and methods 
Case selection 
Five spontaneous mammary tumours and three NMGs were collected from five 
bitches during surgery at the Department of Animal Pathology, University of Turin, 
Italy (Table 1). The three NMGs were from unaltered mammary glands in three of the 
cases with tumours. Tissue samples from four tumours (cases 1, 2, 3 and 4) and two 
NMGs (cases 1 and 4) were used for ME cell isolation, purification, culture and 
characterisation, and for histological classification and immunophenotyping tumours, 
while tissue samples from one tumour and one NMG (case 5) were used for the same 
purposes, except that ME cells obtained were not placed in culture. 
 
Histological classification and immunophenotyping of tumours 
Tissue samples from tumours were routinely processed and stained for 
histological classification (Misdorp et al., 1999) and immunophenotyping using the 
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avidin-biotin-peroxidase complex (ABC) method (Vector Laboratories) with 
monoclonal mouse anti-cytokeratin (CK) 5 antibody (clone PCK103; isotype IgG1; 
Euro-Diagnostica; diluted 1:10) polyclonal rabbit anti-CK14 antibody (Covance 
Research; diluted 1:500) and monoclonal mouse anti-human calponin antibody (clone 
CALP; isotype IgG1; Dako; diluted 1:400) (Vos et al., 1993a, b; Espinosa de los 
Monteros et al., 2002; Ramalho et al., 2006). 
 
Immunohistochemical expression of Thy1 
Fresh samples of NMGs and mammary tumours were frozen in liquid nitrogen 
and cryostat sections were prepared according to the method of Hellmén (1992). Blocks 
of tissue were covered with optimal cutting temperature (OCT) cryo-embedding media 
(Sakura) and stored at -70 ºC. Cryostat sections (5 µm thickness) were cut at -20 ºC and 
fixed in acetone at -20 ºC for 10 min. Endogenous peroxidase activity was blocked by 
incubation with 0.05% phenyl-hydrazine (Sigma) in phosphate buffered saline (PBS; 
pH 7.2) for 40 min. Sections were covered with 10% normal rabbit serum in PBS for 30 
min prior to incubation with monoclonal mouse anti-Thy1 antibody (clone 5E10; 
isotype IgG1; BD Pharmingen; diluted 1:20) for 1 h at room temperature. The reaction 
was developed using EnVision (Dako), with 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride 
(Sigma) as the chromogen, and nuclei were counterstained with Mayer’s haematoxylin. 
The primary antibody was replaced with mouse IgG1 (Dako) at the same dilution as a 
negative control. 
 
Isolation, purification, culture and characterisation of myoepithelial cells 
Preparation of monodispersed canine mammary cell suspensions - Fresh 
mammary tissue (approximately 0.8 cm) was transported from the operating room on 
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ice in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F12 Ham (DMEM/F12; 
Sigma-Aldrich) supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (5,000 
IU/mL penicillin; 5 mg/mL streptomycin). Tissue samples were transferred to glass 
Petri dishes and cut into small pieces (about 1 mm3). Disaggregated tissue was digested 
for 3.5 h at 37 ºC under gentle rotation in collagenase/hyaluronidase (StemCell 
Technologies) with DMEM/F12. Following enzyme digestion, organoids and single 
cells were transferred to centrifuge tubes, and blood vessels and fibroblasts were 
removed by centrifugation of the collagenase digest. The supernatant was discarded and 
the cell pellet was washed three times with DMEM/F12 supplemented with 1% fetal 
calf serum (FCS). 
 
The remaining pellet was enriched for epithelial organoids according to the 
method of Stingl et al. (2001). A single cell suspension was obtained by sequential 
dissociation of fragments of mammary tissue by gentle pipetting for 1-3 min in 1-5 mL 
prewarmed trypsin-ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA; Sigma-Aldrich). After 
addition of 10 mL cold Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Sigma-Aldrich) 
supplemented with 2% FCS, the suspension was centrifuged at 350 g for 5 min. The 
supernatant was removed and the pellet was treated with prewarmed 5 mg/mL dispase 
and 1 mg/mL DNase I (StemCell Technologies) for 1 min. The reaction was stopped in 
the same manner. The cell suspension was filtered through a 40 µm pore nylon mesh 
filter (BD Biosciences) to remove remaining cell aggregates and centrifuged at 350 g 
for 5 min, after which the supernatant was discarded. Viable cells were counted using a 
haemocytometer after staining with Trypan blue. 
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Isolation and purification of myoepithelial cells - Monodispersed cells were 
resuspended in MACS buffer containing PBS, 0.5% bovine serum albumin (BSA) and 2 
mM EDTA, then incubated with the rat anti-canine Thy1 monoclonal antibody (clone 
YKIX337.217; isotype IgG2b; AbD Serotec; diluted 1:125) for 30 min at 4 ºC. Samples 
were washed by adding 1-2 mL MACS buffer per 1 x 107 cells and centrifuged at 300 g 
for 10 min. 
 
Magnetic beads conjugated to anti-rat IgG MicroBeads (Miltenyi Biotec) were 
incubated with the labelled monodispersed cells at 1 x 107 beads/mL for 15 min at 2-8 
ºC. Cells were washed with 2 mL buffer and centrifuged at 300 g for 10 min. The 
supernatants were aspirated and the pellets were resuspended in 500 µL buffer. Bead 
labelled (Thy1+) cells were separated from unlabelled (Thy1-) cells using a MACS 
Separator (Miltenyi et al., 1990). Viable cells were counted using a haemocytometer 
after staining with Trypan blue. 
 
Culture of purified myoepithelial cells - Purified ME cells from NMGs 1 and 4 
and mammary tumours 1-4 were cultured in tissue culture flasks, plates, dishes and 
uncoated chamber slides (Lab-Tek II Chamber Slide System, 8-well glass slide, Nalge 
Nunc). DMEM/F12 supplemented with 1% FCS, 2 mM glutamine, 1 µg/mL 
hydrocortisone, 5 µg/mL insulin, 10 ng/mL epidermal growth factor (EGF), 100 U/mL 
penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin and 50 ng/mL amphotericin B was added to all ME 
cell vessels (Gomm et al., 1997) and incubated at 37 ºC in a 5% CO2 humidified 
incubator. Media were changed every 2-3 days (Gomm et al., 1995). At confluency, 
cells were subcultured by washing with PBS, incubation with 0.25% trypsin-EDTA 
(Sigma-Aldrich) for 2-5 min (Hellmén, 1992) and reseeding at split ratios of 1:2 to 1:3 
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for 40 d. Cell cultures were examined and photographed using an inverted phase 
contrast microscope. 
 
Immunocytochemical characterisation of purified myoepithelial cells (Thy1+) 
and unselected cells (Thy1-) - Immunocytochemistry was performed on aliquots of 
uncultured Thy1+ and Thy1- cells from case 5 to assess Thy1+ cell purity and also on 
Thy1+ cells from cases 1-4 cultured on uncoated chamber slides at cell passages 0 (P0, 
primary isolation) and 1 (P1). Cells were fixed with acetone at -20 ºC for 10 min 
(Wokcik et al., 1999), then stained with primary antibodies against Thy1, CK5, CK14 
and CK19, vimentin, smooth muscle α-actin (SMA) and calponin (Table 2) using the 
ABC method. The primary antibody was replaced with the same immunoglobulin 
isotype at the same dilution as a negative control. 
 
To evaluate uncultured immunostained ME cells, images were captured by 
photomicrography (x40 objective) from four neighbouring, non-overlapping fields. 
Thy1+, Thy1-, CK14+ and CK14- cells were counted with a digital pen tablet (Volito 2, 
Wacom) to determine the percentage of positive cells. To evaluate cultured 
immunostained ME cells, positive and negative cells were counted at a magnification of 
x400 by two pathologists and results were expressed as the percentage of positive cells 
in relation the total number of cells: high (≥ 60% positive cells), moderate (30-60%), 
low (10-30%) or negative (≤ 10%). 
 
Results 
Histological classification and immunophenotyping of tumours 
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Two complex carcinomas (cases 1 and 5), one simple tubulopapillary carcinoma 
(case 2) and two carcinomas within benign tumours (cases 3 and 4), along with NMGs 
from cases 1, 4 and 5, were used in this study. CK5, CK14 and calponin were expressed 
by neoplastic cells in all tumours and flattened or spindle cells forming a single, 
complete layer around normal ducts and acini in NMGs. 
 
Immunohistochemical expression of anti-Thy1 antibody in normal and neoplastic 
canine mammary gland tissues 
Thy1 antigen was expressed in normal and neoplastic canine mammary tissues 
as faint membranous and stronger cytoplasmic immunostaining. In NMGs, cells 
forming a single layer around most acini expressed Thy1, while duct epithelial cells 
were unreactive (Fig. 1a). Thy1 was expressed by spindle-shaped, polygonal and round 
cells forming fascicles or nests in complex carcinomas (Fig. 1b) and carcinomas within 
benign tumours, as well as by spindle cells forming a single layer around isolated 
neoplastic epithelial tubules in the simple tubulopapillary carcinoma (case 2; Fig. 1c and 
d). Staining was non-specific or absent in negative control sections of NMGs and 
tumours (see Appendix A: Supplementary Figs. 1 and 2). 
 
Immunocytochemical characterisation of purified uncultured myoepithelial cells 
(Thy1+) and unselected cells (Thy1-) 
ME cells were purified and isolated from canine mammary gland tumours and 
normal tissue by MACS using an anti-Thy1 antibody. Immunocytochemistry was 
performed on Thy1+ cells from the tumour and NMG of case 5 using unselected Thy1- 
cells as a negative control. Thy1 was expressed by 94% and 96% of Thy1+ cells isolated 
from NMGs and 93% and 94% of Thy1+ cells isolated from tumours expressed Thy1 
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(Fig. 2a) and CK14 (Fig. 2b), respectively, although the intensity of the reaction was 
stronger in the NMG (see Appendix A: Supplementary Fig. 3). Conversely, 2% and 4% 
of Thy1- cells isolated from the NMGs expressed Thy1 (Fig. 2c) and CK14, respectively 
(Fig. 2d), while 3% of Thy1- cells isolated from the tumour were immunoreactive with 
each antibody (see Appendix A: Supplementary Fig. 4). 
 
Morphological and immunocytochemical characterisation of purified and cultured 
myoepithelial cells 
Isolated and cultured ME cells from NMGs 1 and 4 were designated CmME-N1 
and CmME-N2, respectively, while cell lines from mammary tumours cases 1, 2, 3 and 
4 were designated CmME-K1, CmME-K2, CmME-K3 and CmME-K4, respectively. 
ME cells from NMGs (Fig 3a), CmME-K1 (Fig. 3b) and CmME-K2 (Figs. 3c) were 
uniformly polyhedral, stellate or spindle-shaped, ME cells from CmME-K3 (Fig. 3d) 
were small, polygonal and formed compact islands and ME cells from CmME-K4 (Fig. 
3e) were heterogeneous polyhedral, stellate and spindle-shaped. 
 
For each isolate, 0.6 x 107 purified cells were cultured; the number of cell 
passages varied (Table 3). The morphology of ME cell lines from tumours, but not from 
NMGs (Figs. 4a, 4b), changed to a greater or lesser extent over time, even in the earliest 
stages of culture (Figs. 4c, 4d); ME cells from CmME-K3 displayed morphological 
changes consistent with senescence after 25 days (Fig. 4e).  
 
The immunophenotype of cultured purified cells (Thy1+, CK5+, CK14+, CK19-, 
vimentin+, SMA+ and calponin+) was maintained in cultured ME cells from both NMGs 
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and tumours, although the pattern of CK5 and CK14 expression was heterogeneous 
(Table 4; Figs. 5g-h; see Appendix A: Supplementary Table 1). 
 
Discussion 
Using positive selection by MACS with a rat anti-canine Thy1 primary 
monoclonal antibody, ME cells with a purity > 90% were isolated from normal and 
neoplastic canine mammary glands, cultured for 40 days and characterised 
morphologically and immunophenotypically. This is the first time that a pure population 
of ME cells from primary normal and neoplastic canine mammary gland has been 
cultured. Previously, a canine mammary tumour ME cell line was established from a 
cultured spontaneous carcinoma and cells were characterised by morphology, growth 
patterns on plastic, ultrastructural features, cloning efficiency in soft agar, 
tumorigenicity in athymic nude mice and hormonal receptor status (Wolfe et al., 1986). 
 
Techniques to separate cells using magnetisable microparticles have been used 
in the purification and depletion of various cell types because they combine specificity 
and a high level of purification with economy and ease of performance (Gomm et al., 
1995). Human breast ME cell populations > 90% purity have been obtained using 
Dynabeads in combination with antibodies against CD10 (Clarke et al., 1994; Gomm et 
al., 1995), β4-integrin (Gordon et al., 2003) and Thy1 (Gudjonsson et al., 2002). ME 
cell populations separated using Dynabeads were of high purity, but beads could not be 
removed from cells. In contrast, ME cell populations separated using the MACS method 
were highly purified, but the microbeads were biodegradable and did not compromise 
viability or cell function in subsequent cell cultures (Clarke et al., 1994).  
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Currently, the availability of specific and sensitive markers for surface antigens 
in canine mammary gland ME cells is limited. CD10 is a sensitive marker for canine 
mammary ME cells, but is relatively non-specific (Sánchez-Céspedes et al., 2013). P-
cadherin is present on canine ME cells, but is also present in luminal epithelial cells in 
40-60% of canine mammary tumours (Gama et al., 2004). In the present study, an anti-
canine Thy1 antibody was selected for sorting canine mammary ME cell populations 
(Cobbold and Metcalfe, 1994). Immunocytochemically, > 90% isolated cells from one 
normal and one neoplastic mammary gland expressed Thy1 immediately after 
immunomagnetic purification, a percentage similar to that reported for isolated cells 
expressing the ME cell lineage-specific marker CK14 (Martín de las Mulas et al., 2004; 
Gama et al., 2008). Furthermore, > 95% Thy1- cells from the same tissues were 
negative for both Thy1 and CK14, suggesting that population selected as Thy1- was not 
of ME origin. 
 
Using immunohistochemistry, Thy1 expression was observed in neoplastic cells 
of varying morphology, as well as cells surrounding alveoli, but not ducts, in NMG 
tissue, as previously observed in histological sections of canine mammary tumours 
(Martín de las Mulas et al., 2004; Sánchez-Céspedes et al., 2013). Thy1 expression has 
not been described in canine mammary glands previously. In the present study, we show 
that the staining pattern for Thy1 matches that reported in human breast cancer, where 
Thy1 is strongly expressed in basal cells, while expression was low or absent in luminal 
cells in 80% of cases (Donnenberg et al., 2010). However, Polyak and Hu (2005) noted 
that not all ME cells express all ME markers and our observations suggest that alveolar 
ME cells are Thy1 positive, while ductal ME cells are Thy1 negative. 
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ME cells isolated from NMGs were uniform had the polyhedral, stellate or 
spindle shapes (Martinez et al., 2012). The morphology of isolated ME cells from 
tumours was variable and included the typical and uniform morphology of cell lines 
CmME-K1 (derived from a simple tubulopapillary carcinoma) and CmME-K2 (derived 
from a complex carcinoma), small polygonal cells forming compact islands in the cell 
line from CmME-K3 (derived from a carcinoma in benign tumour) and the typical 
although heterogeneous shape of CmME-K4 (derived from a carcinoma within a benign 
tumour). These findings suggest that ME cells from canine mixed mammary tumours 
are morphologically further away from ME cells from NMGs than ME cells from 
simple and complex carcinomas. Furthermore, the changes observed in tumour-derived 
cell line morphology over time, almost from the start of culture, were not observed in 
NMG-derived cell lines. ME cells from CmME-K3 displayed morphological changes 
possibly consistent with senescence after 25 days. Primary cells (not immortalised) can 
suffer morphological modifications that induced senescence, although these changes 
cannot be used exclusively to identify senescent cells (Kuilman et al., 2010)  
 
The number of cell passages indicated that ME cells from both NMGs and 
carcinomas in benign tumours grew more slowly than those from simple and complex 
carcinomas. These results suggest that the hypothetical role of ME cells as tumour 
suppressors is not exerted through their influence on the proliferation rate of luminal 
epithelial-type tumours, a finding also reported in vivo (Peña et al., 1998; De Matos et 
al., 2006).  
 
Cultured ME cells from both NMGs and tumours displayed a ME cell 
immunophenotype before and after P1, defined by expression of CK5, CK14, calponin, 
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SMA and vimentin, and lack of expression of the luminal epithelial cell marker CK19 
(Vos et al., 1993a and b; Espinosa de los Monteros et al., 2002; Ramalho et al., 2006; 
Gama et al., 2010). Vimentin is considered to be a mesenchymal marker and the co-
expression of vimentin and other intermediate filaments, reported mainly in cultured 
tumours, is seen as an in vitro phenomenon (Hellmén, 1992). However, canine ME cells 
in vivo co-express vimentin and cell lineage-specific markers in both normal and 
tumorous glands (Hellmén, 1992). 
 
In vivo studies have shown that CK5 and CK14 are canine ME cell markers 
(Vos et al., 1993a, b; Ramalho et al., 2006). In the present study, the pattern of 
immunocytochemical expression of these markers was heterogeneous. Low or moderate 
expression of both cytokeratins was observed in CmME-N1 and Cm-ME-N2, 
respectively, and did not change over time. In contrast, culture time was associated with 
a decrease in the percentage and/or level of CK14 and CK5 expression in all tumour cell 
lines except CmME-K3. Heterogeneous cytokeratin expression in canine mammary 
tumours, also noted by Hellmén (1992), could be attributed to phenotypic diversity 
(Lichtner et al., 1987) or be related to the stage of tumour differentiation (Gustafsson et 
al., 1989). However, cultured purified ME cells from human breast cancer maintained 
their intermediate filament profile over different periods of time depending on the 
culture media used (Péchoux et al., 1999). 
 
Conclusions 
A pure population of mammary ME cells from canine NMGs and tumours was 
isolated and cultured. Cell lines from normal glands retained their morphology and level 
of cytokeratin expression during culture, whereas tumour-derived cell lines exhibited 
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alterations in morphology and cytokeratin expression with passage in culture. Cell lines 
from NMGs and carcinomas within benign tumours grew more slowly than those from 
simple and complex carcinomas. This methodology opens up the possibility of in vitro 
analysis of the role of ME cells in the growth and progression of canine mammary 
tumours. 
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Table 1 
Origin of tissue samples. 
  
Case Breed Age (years) Tumour location Tumour size (cm) Normal mammary gland location 
1 Hovawart 10 IV right 4 I Right 
2 Labrador retriever 10 III right 1.5 - 
3 Dachshund 10 V right 2.3 - 
4 Yorkshire terrier 10 II left 0.8 V Left 
5 Mixed 9 IV left 1.2 I Left 
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Table 2 
Antibodies used in the immunocytochemical study. 
 
Antigen Antibody type Clone Isotype Dilution Source Assayed or tested in cases 
Thy1 Monoclonal YKIK337.217 IgG2b 1:50 AbD Serotec  1, 2, 3, 4, 5 
CK5 Monoclonal PCK103 IgG1 1:10 Euro-Diagnostica  1, 2, 3, 4 
CK14 Polyclonal  - 
- 
1:500 Covance Research  1, 2, 3, 4, 5 
CK19 Monoclonal RCK108 IgG1 1:100 Dako  1, 2, 3, 4 
Vimentin Monoclonal V9 IgG1 1:50 Dako  1, 2, 3, 4 
SMA Monoclonal HHF35 IgG1 1:100 Dako  1, 2, 3, 4 
Calponin Monoclonal CALP IgG1 1:400 Dako  1, 2, 3, 4 
 
Thy1, Thymocyte differentiation antigen 1; CK, Cytokeratin; SMA, Smooth muscle α-actin. 
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Table 3 
Passages and days for each cell line and histological classification of the tissue of origin  
 
Cell line Days in culture Histological classification of the 
tissue of origin a Passage 0 (P0) Passage 1 (P1) Passage 2 (P2) Passage 3 (P3) 
CmME-N1 0 19 33 - Normal mammary gland 
CmME-N2 0 30 - - Normal mammary gland 
CmME-K1 0 14 19 33 Complex carcinoma 
CmME-K2 0 14 19 33 Simple tubulopapillary carcinoma 
CmME-K3 0 35 - - Carcinoma in benign tumour 
CmME-K4 0 32 - - Carcinoma in benign tumour 
 
a
 Misdorp et al. (1999). 
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Table 4 
Immunocytochemical study of myoepithelial cell lines  
 
Cell line Immunocytochemical 
study (days in culture) 
Cell 
passage 
Expression of antigens 
Thy1 CK14 CK5 Vimentin SMA Calponin CK19 
CmME-N1 17 P0 3 1 1 3 3 3 0 
28 P1 3 1 1 3 3 3 0 
CmME-N2 18 P0 3 2 2 3 3 3 0 
35 P1 3 2 2 3 3 3 0 
CmME-K1 13 P0 3 3 3 3 3 3 0 
17 P1 3 1 1 3 3 3 0 
CmME-K2 13 P0 3 2 a 2 a 3 3 3 0 
17 P1 3 2 a 2 a 3 3 3 0 
CmME-K3 20 P0 3 3 3 3 3 3 0 
38 P1 3 3 3 3 3 3 0 
CmME-K4 18 P0 3 2 a 1 a 3 3 3 0 
35 P1 3 2 a 1 a 3 3 3 0 
 
Thy1, Thymocyte differentiation antigen 1; CK, Cytokeratin; SMA, Smooth muscle α-actin. 
0, Negative (≤10% positive cells); 1, Low level (10-30% positive cells); 2, Moderate level (30-60% 
positive cells); 3, High level (≥60% positive cells). 
 
a
 There was a decrease in the percentage of positive cells without changing the level of expression. 
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Figure legends 
 
Fig. 1. Photomicrographs illustrating immunohistochemical expression of Thy1 in 
normal canine mammary gland (NMG) and canine mammary tumours. (a) Expression 
of Thy1 in frozen tissue from a NMG (case 4). A single layer of positive ME cells is 
present around alveoli, while periductal cells are negative. (b) Expression of Thy1 in 
frozen tissue from a complex carcinoma (case 1). Spindle-shaped cells forming a nest 
within the bulk of the tumour cells are positive for Thy1. Isolated linear (membranous 
pattern) structures are also visible (arrows). (c) Expression of Thy1 in frozen tissue from 
a carcinoma within a benign mixed tumour (case 3). Spindle-shaped (asterisk) and 
round cells are positive for Thy1, while epithelial cells lining tubules are unreactive. 
Thy1+ round cells are present either as solid nests close to the hyaline cartilage or within 
it (inset). (d) Expression of Thy1 in frozen tissue from a simple tubulopapillary 
carcinoma (case 2). Spindle cells forming a single layer around neoplastic epithelial 
tubules are positive for Thy1, while epithelial cells are unreactive. Scale bars = 100 µm. 
Mayer’s counterstain. 
 
Fig. 2. Photomicrographs illustrating immunocytochemical expression of markers in 
cells isolated from normal canine mammary glandular tissue from case 5. (a) Expression 
of Thy1 in 94% of cells. (b) Expression of CK14 in 96% of cells. (c) Expression of 
Thy1 in 2% of Thy1- cells. Scale bar = 100 µm. (d) Expression of CK14 in 4% of Thy1- 
isolated cells. Scale bars = 100 µm. Mayer’s counterstain. 
 
Fig. 3. Phase contrast photomicrographs of cell lines derived from normal (N) or 
neoplastic (K) canine mammary tissue on primary isolation (passage P0) or day 1 of 
culture. (a) CmME-N2 at P0, showing polyhedral, uniform cells with round to ovoid 
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homogeneous nuclei, one or more prominent nucleoli and perinuclear processes. (b) 
CmME-K1 at P0, showing elongated cells in contact with each other. (c) CmME-K2 at 
P0, showing cells that are elongated and irregularly shaped or small and polygonal, with 
round nuclei and prominent nucleoli, forming compact islands. Cells with intermediate 
morphology are also visible. (d) CmME-K3 at culture day 1, showing small, polygonal, 
uniform cells forming compact islands attached to the bottom of the flask. Some cells 
are multinucleated (asterisks). (e) CmME-K4 at P0 showing a heterogeneous cell 
population with abundant, granulated cytoplasm and round to ovoid homogeneous 
nuclei with prominent nucleoli. Scale bars = 100 µm. 
 
Fig. 4. Phase contrast photomicrographs of cell lines derived from normal (N) or 
neoplastic (K) canine mammary tissue after cell culture. (a) CmME-N1 at day 40, 
showing polyhedral to elongated myoepithelial cells. (b) CmME-N2 at P1, showing 
increased amounts of cytoplasm and less uniform appearance, but retention of 
polyhedral morphology. (c) CmME-K2 at day 40, showing polyhedral morphology. (d) 
CmME-K4 at P1, showing increased size of cells, increased ratio of nucleus-to-
cytoplasm and nuclear processes. (e) CmME-K3 at day 40, showing marked 
anisocytosis. Scale bars = 100 µm. 
 
Fig. 5. Photomicrographs demonstrating immunocytochemical expression of markers by 
cell lines (a) Expression of CK14 by CmME-N1 at passage 1 (P1). (b) Expression of 
CK5 by CmME-N1 at P1. (c) Expression of calponin by CmME-N2 at P1. (d) 
Expression of calponin by CmME-K1 at P0. (e) Expression of CK5 by CmME-K1 at 
P0. (f) Expression of calponin expression by CmME-K2 at P1. (g) High level of 
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expression of CK14 by CmME-K3 at P0. (h) High level of expression of calponin by 
CmME-K4 at P0. Scale bars = 100 µm. Mayer’s counterstain. 
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Fig 5a                                                    Fig 5b 
  
Fig 5c                                                     Fig 5d 
  
Fig 5e                                                    Fig 5f 
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Fig 5g                                                     Fig 5h 
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Appendix A: Supplementary figure legends 
 
Supplementary Fig. 1. Photomicrograph illustrating negative control for Thy1 in frozen 
tissue from normal mammary gland (case 4) in a serial tissue section from Fig. 1a. Faint 
cytoplasmic and membranous staining is seen in isolated alveoli. Scale bar = 100 µm. 
Mayer’s counterstain. 
  
Supplementary Fig. 2. Photomicrograph illustrating lack of staining in negative control 
for Thy1 of the frozen tissue from complex carcinoma (case 1) in a serial tissue section 
from Fig. 1b. Scale bar = 100 µm. Mayer’s counterstain. 
 
Supplementary Fig. 3. Photomicrograph illustrating immunocytochemical expression of 
Thy1 in 93% of tumour-derived cells. Scale bar = 100 µm. Mayer’s counterstain. 
 
Supplementary Fig. 4. Photomicrograph illustrating immunocytochemical expression of 
Thy1 in 3% of Thy1- tumour-derived cells. Scale bar = 100 µm. Mayer’s counterstain. 
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Appendix B: Supplementary data 
 
Morphological and immunocytochemical characterisation of purified and cultured 
myoepithelial cells 
Cell line CmME-N1 - A total of 0.6 x 107 ME cells were isolated and all were 
placed in culture media. Cells displayed polyhedral to elongated morphology at day 1, 
which was maintained through the 40 day study (Fig. 4a). Nuclei were pale, and cells 
did not grow in colonies. Cell line CmME-N1 was passaged twice, at 19 and 33 days 
(Table 3). A large proportion of isolated cells were Thy1+, vimentin+, smooth muscle α-
actin (SMA)+, calponin+ and CK19- at both primary isolation (passage P0; day 17) and 
P1 (day 28). Low levels of CK14 (Fig. 5a) and CK5 (Fig. 5b) were expressed at both P0 
and P1 (Table 4). 
 
Cell line CmME-N2 - A total of 0.64 x 107 ME cells were isolated and 0.6 x 107 
were placed in culture media. Throughout the study, cells were uniformly polyhedral, 
with round to ovoid nuclei, one or more prominent nucleoli and perinuclear processes. 
Some binucleate cells were also observed (Fig. 3a). Cytoplasmic size increased and 
uniformity decreased slightly with culture time (Fig. 4b). Cell line CmME-N2 was 
passaged once during the study, at 30 days (Table 3). Isolated cells had high levels of 
expression of Thy1+, vimentin+, SMA+ and calponin+ (Fig. 5c) and were CK19- negative 
at both P0 (day 18) and P1 (day 35). Expression of CK14 and CK5 was moderate at 
both P0 and P1 (Table 4). 
 
Cell line CmME-K1 - A total of 0.8 x 107 ME cells were isolated and 0.6 x 107 
were placed in culture media. Cell morphology changed considerably during culture. At 
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day 1, a few cells adhering to the bottom displayed polyhedral to stellate morphology. 
Later on, they became elongated, with pale nuclei and sparse cytoplasm, and maintained 
cell contact at 10 days, i.e. even before P1 (Fig. 3b). However, cells gradually changed 
towards less elongated and more polyhedral morphology towards the end of culture. 
They also displayed more prominent nuclei and nucleoli and presented more cell 
contacts after 23 days of culture. Cell line CmME-K1 was passaged three times during 
the course of the study, at 14, 19 and 33 days (Table 3). A large proportion of isolated 
cells were Thy1+, vimentin+, SMA+, calponin+ (Fig. 5d) and CK19- at P0 (day 13) and 
P1 (day 17). Expression of CK14 and CK5 was intense at P0 (Fig. 5e) and low at P1 
(Table 4). 
 
Cell line CmME-K2 - A total of 0.75 x 107 ME cells were isolated and 0.6 x 107 
were placed in culture media. Cell morphology changed considerably during culture. At 
day 1, a few cells adhering to the bottom displayed polyhedral to stellate morphology. 
However, at 7 days (i.e. even before P1), they were differentiated into elongated, 
irregularly-shaped cells that were confluent in some areas, or small polygonal cells with 
round nucleus and prominent nucleoli that spread out as a monolayer forming small 
compact islands. There were also morphological intermediates between these two cell 
types, as well as some larger, irregularly-shaped cells, often multinucleated and with a 
granular or foamy cytoplasm (Fig. 3c). However, cells gradually changed towards a 
single morphological type, appearing as polyhedral cells with pale nuclei and often with 
more than one prominent nucleolus towards the end of the study (Fig. 4c). Cell line 
CmME-K2 was passaged three times, at 14, 19 and 33 days (Table 3). Isolated cells 
displayed strong positivity for Thy1, vimentin, SMA and calponin (Fig. 5f), and were 
negative for anti-CK19 antibody at P0 (day 13) and P1 (day 17). Expression of CK14 
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and CK5 was moderate at both P0 and P1, although the percentage of positive cells 
decreased slightly between passages (Table 4). 
 
Cell line CmME-K3 - A total of 0.69 x 107 ME cells were isolated and 0.6 x 107 
were placed in culture media. Cell morphology changed considerably during culture. At 
day 1, all cells were already attached to the bottom and uniform, small polygonal cells 
formed compact islands. Some cells were multinucleated, with more than one prominent 
nucleolus (Fig. 3d). The compact islands disappeared before P1; by day 25, half had 
changed to isolated stellate or elongated cells. The remainder were large, irregularly-
shaped cells with a large granulated or foamy cytoplasm, often multinucleated and with 
more than one prominent nucleolus, forming small clusters of 10-11 cells. By day 40, 
cells displayed marked anisocytosis and were individualised (Fig. 4e). Cell line CmME-
K3 was passaged once during the study, at 35 days (Table 3). A large proportion of 
isolated cells were Thy1+, CK14+ (Fig. 5g), CK5+, vimentin+, SMA+, calponin+ and 
CK19- at both P0 (day 20) and P1 (day 38) (Table 4). 
 
Cell line CmME-K4 - A total of 0.71 x 107 ME cells were isolated and 0.6 x 107 
were placed in culture media. Cell morphology remained similar throughout the study, 
from isometric to stellate, with round to ovoid, homogeneous nuclei and a prominent 
nucleolus (Fig. 3e). Over time, both cell size and ratio of nucleus:cytoplasm increased, 
and nuclear processes were observed in most cells (Fig. 4d). Cell line CmME-K4 was 
passaged once, at 32 days (Table 3). Isolated cells displayed intense expression of Thy1, 
vimentin, SMA and calponin (Fig. 5h) and were CK19- at P0 (day 18) and P1 (day 35). 
Moderate expression of CK14 antigen and low expression of CK5 antigen was observed 
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at both P0 and P1, although the percentage of positive cells decreased slightly for both 
antibodies between P0 and P1 (Table 4). 
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4. Discusión 
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     Los resultados de los estudios que constituyen esta tesis doctoral sobre el 
papel de las células ME en el carcinoma de mama canino indican que su uso 
rutinario como marcadores de invasión para el diagnóstico del carcinoma in situ de 
la mama canina no es aconsejable pero que podrían estar ejerciendo un control 
negativo sobre la progresión de las neoplasias malignas que debe y puede ser 
analizado en estudios in vitro utilizando los métodos de aislamiento, purificación y 
cultivo aquí descritos por primera vez en la literatura especializada.  
     El estudio de la integridad de la capa de capa de células ME no puede utilizarse 
como método único de identificación del carcinoma in situ ya que el nivel de 
expresión de calponina, el marcador utilizado para identificar dicha capa, es similar 
en tumores clasificados como benignos y como malignos de grados histológicos 1 
y 2. No obstante, el grado de integridad de la capa de células ME estaba 
relacionado con el índice de proliferación de las neoplasias y con el grado 
histológico de malignidad de una forma indirecta, hallazgo sugerente del efecto 
protector de las células ME sobre la progresión de las neoplasias.  
     El papel supresor de tumores de las células ME ya había sido analizado 
previamente en estudios del carcinoma de mama canino al haberse observado que 
dichas células expresaban proteínas supresoras de tumor como alfa actina de 
músculo liso, CK5, CK5/6, caveolina-1, maspina, p63, 14-3-3 sigma, P-cadherina y 
trombospondina-1 (Gama y cols., 2003; Espinosa de los Monteros y cols., 2005; 
Ramalho y cols., 2006; Rusk y cols., 2006; Gama y cols., 2008; Amorim y cols., 
2010; Suárez-Bonnet y cols., 2011; Beha y cols., 2012). Sin embargo, también las 
células epiteliales neoplásicas expresaban la mayoría de estas proteínas y, aunque 
podrían no ser verdaderas células epiteliales glandulares sino células ME con 
inmunofenotipo incompleto (Barsky y Karlin, 2005; Gudjonsson y cols., 2005), el 
hecho cierto es que los datos no eran tan concluyentes como en los realizados en 
el carcinoma de mama humano (Zajchwski y cols., 1990; Pemberton y cols., 1995; 
Grossfeld y cols., 1997; Okamoto-Inoue y cols., 1999; Simpson y cols., 2004; 
Sloan y cols., 2004; Stefansson y cols., 2006; Ribeiro y cols., 2013). Estas 
diferencias entre las dos especies pueden deberse a la heterogeneidad 
morfológica del carcinoma de mama canino, por un lado, y a la elevada y 
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abigarrada participación de las células ME en la composición de cualquiera de los 
subtipos histológicos incluido también el simple epitelial, por otro. Por eso nos 
planteamos realizar un estudio in vitro en el que poder estudiar la producción de 
proteínas supresoras de tumor en células ME aisladas y purificadas de la mama 
canina. Para poder realizar este estudio era necesario encontrar primero un 
marcador sensible y específico de la membrana de las células ME caninas.  
     El CD10 había sido identificado recientemente como un marcador sensible y 
específico de la membrana de las células ME en la mama humana (Chu y Arber, 
2000; Moritani y cols., 2002). Sin embargo, el segundo estudio de esta tesis 
doctoral demostró su expresión tanto en células ME como en células epiteliales 
normales y neoplásicas, y aunque el patrón de tinción fue diferente, el CD10, al 
igual que la mayoría de los marcadores conocidos de las células ME de la mama 
canina, demostró ser sensible pero no específico y, por tanto, no podía ser 
utilizado para aislar las células ME y realizar el estudio in vitro.  
     El Thy1 había sido recientemente identificado como un excelente marcador de 
células ME utilizado para seleccionarlas immunomagnéticamente (Gudjonsson y 
cols., 2002) y detectado de forma específica en tejidos caninos (Cobbold y 
Metcalfe, 1994). Tras analizar la expresión de Thy1 en la mama normal y 
neoplásica canina utilizando diferentes anticuerpos comerciales observamos que 
las células ME normales y neoplásicas expresaban Thy1 de manera sensible y 
específica en muestras de tejido fijadas por congelación exclusivamente. Este 
hallazgo nos permitió  finalmente ensayar y estandarizar un método de 
aislamiento y purificación de células ME caninas basado en la unión inmunológica 
del marcador de superficie de las células ME Thy1 a esferas inmunomagnéticas 
(método comercial MACS). Los resultados de este estudio demostraron la 
posibilidad de aislamiento y cultivo de células ME caninas por primera vez en la 
literatura. Las células ME procedentes de carcinomas presentaron características 
morfológicas de similares a diferentes o muy diferentes a las de las células ME 
procedentes de glándulas normales en función del tipo histológico de tumor y del 
tiempo de permanencia en cultivo. Además, las células ME procedentes de los 
tumores fueron heterogéneas entre sí tanto en morfología como en patrón de 
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crecimiento e inmunofenotipo. De cualquier modo, la importancia de este estudio 
radica en que abre la posibilidad de aislar y cultivar los distintos tipos de células 
ME que se identifican morfológica e inmunofenotípicamente en los distintos tipos 
de carcinomas de la mama canina y estudiar in vitro su papel en la progresión de 
las neoplasias.  
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1. El estudio de la integridad de la capa de células mioepiteliales 
mediante la tinción con calponina en muestras de tejido fijadas 
en formol e incluidas en parafina no puede utilizarse como 
método exclusivo de identificación del carcinoma in situ de la 
mama canina.  
2. La proteína de superficie CD10 es un marcador sensible pero no 
específico de las células mioepiteliales normales y neoplásicas 
de la mama canina en muestras de tejido fijadas en formol e 
incluidas en parafina. 
3. La proteína de superficie Thy1 es un marcador sensible y 
específico de las células mioepiteliales normales y neoplásicas 
de la mama canina en muestras fijadas por congelación pero no 
en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina. 
4. El método de separación celular inmunomagnético MACS y el 
anticuerpo  anti-Thy1 canino han permitido aislar una población 
de células mioepiteliales normales y neoplásicas de la mama 
canina con una pureza mayor del 90%. 
5. Las células mioepiteliales permanecieron en cultivo los 40 días 
de estudio con vitalidad, excepto un caso que presentó 
imágenes compatibles con senescencia, lo que permitirá su uso 
en estudios ulteriores de caracterización de proteínas 
funcionales. 
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